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(i) 



Disclosed are piperidine-keto acid derivates of general 
formula (I) and their tautomeric and isomeric forms, as 
well as their physiologically well tolerated salts, where 
R 1 can mean -CO-R 4 , -SO 2 -* 4 , -CONH-R 4 -COOR 4 , 
-C(«N)-R 4 -C(=0)-NHR 4 and -C(«S)-NHR 4 ; R 2 can have 
the meaning -O-Ce-alkyl, whether branched or not, and can O 
still carry a phenyl, a pyridine or a naphthyl-ring, which can 

possibly be substituted with no more than two R 5 residues, while R 5 Ci-C4-alkyl, whether branched or not, can mean -0-Ci-C4-alkyl, 
OH, CI, F, Br, J, CF 3 , N0 2 , NH 2 , CN, COOH, COO-Ci-C4-alkyl, -NHCO-Ci-C4-alkyi, -NHCOPh, -NHSO2-C1 -C 4 -alky 1, NHSO^Ph, 
-S02-Ci-C4-alkyl and -SO^h; and R 3 can mean -OR 6 and -NHR 6 . The preparation of the inventive compounds and their use as drug 
products are also disclosed. 



(57) Zusammenfassung 

Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivatc der allgemcinen Formel (I) und ihre tautomeren und isomeren Formen, sowie physiologisch 
vertragliche Salze davon, worin R 1 -CO-R 4 , -SO^R 4 , -CONH-R 4 -COOR 4 , -C(-N)-R 4 , -C(-0)-NHR 4 und -C(=S)-NHR 4 ; R 2 
-Ci-C6-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, und der noch einen Phenyl, Pyridin oder Naphthyl-Ring tragen kann, der seinerseits mit maximal 
zwei Resten R 5 substituiert sein kann, wobei R 5 Ct-C4-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, -0-Ci-C4-Alkyl, OH, CI, F, Br, J, CF3, NO2, 
NH 2 , CN, COOH, COO-C|-C 4 -Alkyl, -NHCO-Ci-C4-Alkyl, -NHCOPh, -NHS02-Ci-C 4 -Alkyl, NHS02-Ph, -S02-Ci-C 4 -Alkyl und 
-S0 2 Ph bedeuten kann; R 3 -OR 6 und -NHR 6 ; Herstellung dieser Verbindungen und deren Verwendung als Arzneimittel. 
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Neue Piper idin-Ketocarbonsaure-Derivate, deren Herstellung und 
Anwendung 



5 Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige Ketoester und Keto- 
amide, die Inhibitor en von Enzymen, insbesondere Cystein- 
Proteasen, wie Calpain (= Calcium dependant cysteine proteases) 
10 und dessen Isoenzyme und Cathepsine, zum Bei spiel B und L, dar- 
stellen. 

Calpaine stellen intracellul&re, proteolytische Enzyme aus der 
Gruppe der sogenannten Cystein-Proteasen dar und werden in vielen 

15 Zellen gefunden. Das Enzym Calpain wird durch erhdhte Kalzium- 
konzentration aktiviert, wobei man zwischen Calpain I oder u-Cal- 
pain, das durch u-molare Konzentrationen von Calzium-Ionen akti- 
viert wird, und Calpain II oder m-Calpain, das durch m-molare 
Konzentrationen von Kalzium-Ionen aktiviert wird, unterscheidet 

20 (P.Johnson, Int . J.Biochem. 1990, 22(8), 811-22). Heute werden 
noch weitere Calpain-Isoenzyme postuliert (K.Suzuki et al., 
Biol.Chem. Hoppe-Seyler, 1995, 376 (9) , 523-9) . 

Man vermutet, dafl Calpaine in verschiedenen physiologischen Pro- 
25 zessen eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehoren Spaltungen von 
reguiatorischen Proteinen wie Protein-Kinase C, Cytoskelett-Pro- 
teine wie MAP 2 und Spektrin, Muskelproteine, Proteinabbau in 
rheumatoider Arthritis, Proteine bei der Aktivierung von Pl&tt- 
chen, Neuropeptid-Metabolismus, Proteine in der Mitose und wei- 
30 tere, die in. M.J.Barrett et al., Life Sci. 1991, 48, 1659-69 und 
K.K.Wang et al.. Trends in Pharmacol . Sci . , 1994, 15, 412-9 aufge- 
fuhrt sind. 

Bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen wurden erhdhte 
35 Calpain-Spiegel gemessen, zum Beispiel: Ischamien des Herzens ( 
z.B. Herzinfarkt) , der Niere oder des Zen tralnervensys terns (z.B, 
Hirnschlag) , Entzundungen, Muskeldystrophien, Katarakten der Au- 
gen, Verletzungen des Zen tralnervensys terns (z.B. Trauma), Alzhei- 
mer Krankheit usw. (siehe K.K. Wang, oben) . Man vermutet einen Zu- 
40 sammenhang dieser Krankheiten mit erhohten und anhaltenden intra- 
zellularen Kalziumspiegeln. Dadurch werden kalziumabhangige Pro- 
zesse uberaktiviert und unterliegen nicht mehr der physiologi- 
schen Regelung. Dementsprechend kann eine Uberaktivierung von 
Calpainen auch pathophysiologische Prozesse ausldsen. 
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Daher wurde postuliert, daB Inhibitoren der Calpain-Enzyme ftir 
die Behandlung dieser Krankheiten niitzlich sein kdnnen. Ver- 
schiedene Untersuchungen bestatigen dies. So haben Seung-Chyul 
Hong et al., Stroke 1994, 25(3), 663-9 und R.T.Bartus et al., 
5 Neurological Res, 1995 , 17, 249-58 eine neuroprotektive Wirkung 
von Calpain-Inhibitoren in akuten neurodegenerativen Stdrungen , 
wie sie nach Hirnschlag auftreten, gezeigt. Ebenso nach experi- 
mentellen Gehirn traumata verbesserten Calpain-Inhibitoren die 
Erholung der auf tretenden Gedachtnisleistungsdef izite und neuro- 

10 motrischen Stdrungen (K.E. Saatman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1996, 93,3428-3433). C.L.Edelstein et al., Proc. Natl. A- 
cad.Sci. USA, 1995, 92, 7662-6, fand eine protektive Wirkung von 
Calpain-Inhibitoren auf durch Hypoxie geschadigten Nieren. 
Yoshida, Ken Ischi et al., Jap.Circ.J. 1995, 59(1), 40-8, konnten 

15 gunstige Effekte von Calpain-Inhibitoren nach cardialen Sch&di- 
gungen aufzeigen, die durch Ischamie Oder Reperfusion erzeugt 
wurden. Da Calpain-Inhibitoren die Freisetzung von dem 
(J-AP4 -Protein hemmen, wurde eine potentielle Anwendung als Thera- 
peutikum der Alzheimer Krankheit vorgeschlagen (J.Higaki et al., 

20 Neuron, 1995, 14, 651-59). Die Freisetzung von Interleukin-la 
wird ebenf alls durch Calpain-Inhibitoren gehemmt (N.Watanabe et 
al., Cytokine 1994, 6(6), 597-601). Wei terhin wurde gefunden, dafi 
Calpain-Inhibitoren cytotoxische Effekte an Tumorzellen zeigen 
(E.Shiba et al. 20th Meeting Int. Ass. Br east Cancer Res., Sendai 

25 Jp, 1994, 25. -28. Sept. , Int. J. Oncol. 5(Suppl.), 1994, 381). 

Weitere mogliche Anwendungen von Calpain-Inhibitoren sind in 
K.K.Wang, Trends in Pharmacol . Sci . , 1994, 15, 412-9, aufgefuhrt. 

30 Calpain-Inhibitoren sind in der Literatur bereits beschrieben 
worden. Oberwiegend sind dies jedoch entweder irreversible Oder 
peptidische Inhibitoren. Irreversible Inhibitoren sind in der 
Regel alkylierende Substanzen und haben den Nachteil, daB sie im 
Organismus unselektiv reagieren oder instabil sind. So zeigen 

35 diese Inhibitoren oft unerwunschte Nebenef f ekte, wie Toxizit&t, 
und sind danach in der Anwendung eingeschrankt oder nicht brauch- 
bar. Zu den irreveriblen Inhibitoren kann man zum Beispiel die 
Epoxide E 64 (E.B.McGowan et al., Biochem.Biophys.Res.Commun. 
1989, 158, 432-5), ct-Halogenketone ( H.Angliker et al., 

40 J.Med.Chem. 1992, 35, 216-20) oder Disulfide (R.Matsueda et al., 
Chero.Lett. 1990, 191-194) zahlen. 

Viele bekannte reversible Inhibitoren von Cystein-Proteasen wie 
Calpain stellen peptidische Aldehyde dar, insbesondere dipepti- 
45 dische und tripepidische Aldehyde wie zum Beispiel Z-Val-Phe-H 
(MDL 28170) (S.Mehdi, Tends in Biol. Sci. 1991, 16, 150-3) und die 
Verbindungen aus EP 520336. Unter physiologischen Bedingungen 
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haben peptidische Aldehyde den Nachteil, dafi sie auf Grund der 
groBen Reaktivitat hauf ig instabil sind, schnell metabolisiert 
werden konnen und zu unspezif ischen Reaktionen neigen, die die 
Ursache von toxischen Effekten sein kdnnen ( J.A.Fehrentz und 
5 B.Castro, Synthesis 1983, 676-78). Die Verwendung von pepti- 

dischen Aldehyden in der Behandlung von Krankheiten ist somit nur 
eingeschrankt Oder nicht sinnvoll. Es uberrascht somit nicht, daB 
nur wenige Aldehyde als Wirkstoffe eingesetzt werden und zwar vor 
allem dann, wenn die Aldehyd^Gruppe stabilisiert wird, zum Bei- 
10 spiel durch Halbacetalbildung. 

Einen Fortschritt stellt die Entdeckung dar, daB bestimmte pepti- 
dische Keton-Derivate ebenfalls Inhibitoren von Cystein-Proteasen 
und insbesondere Calpain darstellen. So sind zum Beispiel bei 

15 Serin-Proteasen Keton-Derivate als Inhibitoren bekannt, wobei die 
Keto-Gruppe von einer elektronenziehenden Gruppe wie CF3 aktiviert 
wird. Bei Cystein-Proteasen sind Derivate mit durch CF 3 oder ahn- 
lichen Gruppen aktivierte Ketone wenig oder nicht wirksam 
(M.R.Angelastro et al., J.Med. Chem. 1990,33, 11-13). Ober- 

20 raschenderweise konnten bei Calpain bisher nur Keton-Derivate, 
bei denen einerseits a-standige Abgangsgruppen eine irreversible 
Hemmung verursachen und andererseits ein Carbonsaure-Derivat die 
Keto-Gruppe aktiviert, als wirksame Inhibitoren gefunden werden 
(siehe M.R.Angelastro et al., siehe oben; WO 92/11850; WO 

25 92,12140; WO 94/00095 und WO 95/00535). Jedoch sind von diesen 
Ketoamiden und Ketoestern bisher riur peptidische Derivate als 
wirksam beschrieben worden (Zhaozhao Li et al., J.Med. Chem. 1993, 
36, 3472-80; S . L.Harbenson et al., J. Med. Chem. 1994, 37, 2918-29 
und siehe oben M.R.Angelastro et al.). 

30 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, nicht -peptidische 
Inhibitoren bereitzustellen, die sich von den stabileren Ketonen 
ableiten und die die allgemeinen Probleme von Peptiden (metaboli- 
sche Stabilit&t, schlechte Uberwindung der Zellmembranen usw.) 
35 nicht aufweisen. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Piperidin-Ketocarbon- 
saure-Derivate der Formel I 

R 2 

40 O 



> R 3 I 



45 
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und ihre tautomeren und isomeren Formen, sowie mogliche physiolo- 
gisch vertr&gliche Salze, worin die Variablen folgende Bedeutung 
haben: 

5 R i -CO-R 4 , -S0 2 -R 4 , -CONH-R 4 , COOR 4 , -C (=N) -R 4 , -C(=0)-NHR 4 und 
-C (=S) -NHR 4 bedeutet; 

R2 -Cx-C 6 -Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, und der noch einen 
Phenyl, Pyridin oder Naphthyl-Ring tragen kann, der seiner- 
10 seits mit maximal zwei Resten R 5 substituiert sein kann, 

wobei R 5 Ci-C 4 -Alkyl r verzweigt oder unverzweigt, 
-0-Ci-C 4 -Alkyl, OH CI, F, Br, J, CF 3 , N0 2 , NH 2 , CN, COOH, 
COO-Cl-C4-Alkyl, -NHCO-Ci-C 4 -Alkyl, -NHCOPh, 

NHS0 2 -Ci-C 4 -Alkyl, NHS0 2 Ph, -S0 2 -C 1 -C 4 -Alkyl und -S0 2 Ph bedeu- 
15 ten kann; 

R3 -OR 6 und -NHR 6 bedeutet; 

R4 -Ci-Cs-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, wobei eine Kette aus 
20 zwei oder mehr C-Atomen auch eine Doppelbindung oder 

Dreif achbindung en thai ten kann und mit einem oder zwei Ringe 
wie Phenyl, Naphthalin, Chinoxalin, Chinolin, Isochinolin, 
Pyridin, Thiophen, Benzothiophen, Benzofuran, Pyrimidin, 
Thiazol, Isothiazol, Triazol, Imidazol, Cyclohexyl, Cyclo- 
25 pentyl, Fluoren, Indol, Benzimidazol , Oxazol, Isooxazol und 

Furan *sffistitui¥rY"aein''kanh^ wobei' "j eder der Ringe selbst 
noch maximal zwei Reste R 5 tragen kann; 

R 6 Wasserstoff , einen Phenyl-Ring, der noch einen oder zwei 
30 Reste R* tragen kann, Ci-C 6 -Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, 

das eine Doppelbindung oder eine Dreif achbindung en thai ten 
kann, und einen Ring wie Phenyl, Naphthalin, Pyridin, 
Pyrimidin, Piperidin, Pyrrolidin, Morpholin, Thiophen, 
Chinolin und Isochinolin tragen kann, wobei die aromatischen 
35 Ringe noch maximal zwei Reste -NR 7 R 8 oder R 5 tragen konnen, 

wobei R 7 und R 8 unabhangig voneinander Wasserstoff oder 
Ci-C6~Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, bedeuten kann. 

Bevorzugt werden die Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der all- 
40 gemeinen Formel I, gemaii dem obigen Anspruch, fur die 

Ri -C(=0)R 4 , -S0 2 R 4 ' 



R 2 Ci-Cg-Alkyl, verzweigt und unverzweigt, 

45 -CH 2 -Ph und -CH 2 -Pyridyl , 



WO 98/16512 PCI7EP97/05202 

5 

R 3 -0R6 und -NHR6 bedeuten und 



R4, R5 und R6 die Bedeutung gemaS dem obigen Anspruch 
haben. 

5 

Besonders bevorzugt werden die Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate 
der allgemeinen Formel I, gemaB dem obigen Anspruch, fur die 

Ri -C(=0)R 4 , -S0 2 R 4 ' 

10 

R 2 -Ci-C 4 -Alkyl und -CH 2 - Ph, 

R3 -NHR 6 , 



15 R4 -CH=CH-R 9 bedeutet, wobei R 9 ein Phenyl, 

Naphthalin Oder Chinolin sein kann, und 

R6 Wasserstoff, Ci-C 4 -Alkyl, das mit einem Phenyl, 

Pyridin oder Morpholin substituiert sein kann, 
20 bedeuten 



Die Verbindungen der Formel I k6nnen als Racemate oder als 
enantioraerenreine Verbindung oder als Diastereomere eingesetzt 
werden* Werden enantiomerenreine Verbindungen gewunscht, kann man 
25 diese beispielsweise dadurch erhalten, daB man mit einer geeigne- 
ten T optisch aktiven Base o eihe kiassische Racemat- 

spaltung mit den Verbindungen der Formel I oder ihren Zwischen- 
produkten durchfuhrt. 

30 Gegenstand der Erf indung sind auch zu Verbindungen der Formel I 
mesomere oder tautomere Verbindungen, beispielsweise solche, bei 
denen die Keto-Gruppe der Formel I als Enol-Tautomeres vorliegt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung sind die physiologisch 
35 vertraglichen Salze der Verbindungen I, die sich durch Umsatz von 
Verbindungen I mit einer geeigneten Saure oder Base erhalten 
lassen. 

Die Herstellung der erf indungsgemaBen Piperidin-Ketocarbonsaure- 
40 Derivate I kann auf verschiedenen Wegen erfolgen, die in den 
Schemata 1 und 2 skizziert wurden. 



Ausgehend von Piperidincarbonsauren II erhalt man durch Umsatz 
unter ublichen Bedingungen mit "aktivierten" Saure-Derivate 
45 Rl-L, wobei L eine Abgangsgruppe wie CI, Imidazol und N-Hydroxy- 
benzotriazol darstellt, das Derivat III. Diese Reaktion erfolgt 
in wasserf reien, inerten Losungsmitteln wie Methyl enchlor id, 
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Tetrahydrofuran und Dimethylf ormamid bei Temperaturen von -20 bis 
+25°C und wird in der Regel unter ublichen Bedingungen wie sie in 
Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 4.Aufl., E5, Kap. 
V, zusammengef afit sind. 

5 

Die Piperidincarbonsaureester III werden mit Sauren oder Basen 
wie Lithiumhydroxid, Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid in wafl- 
rigen Medium oder in Gemischen aus Wasser und organischen 
Losungsmitteln wie Alkohole oder Tetrahydrofuran bei Raumtempera- 
10 tur oder erhohten Temperaturen, wie 25-100°C, in die Sauren IV 
uberfuhrt. 

Diese Sauren IV werden mit einem a-Aminosliure-Derivat ver- 
knupft,wobei man die ublichen Bedingungen wie oben benutzt, die 
15 im Houben-Weyl aufgelistet sind. 



Schema 1 

a, OC — ■ "-O-C — ' "OC 

II III IV 



R2 

R2 



VI 



30 R2 R2 o 
^ R1 y-CQNH--^\^COOR > R1-/ y^CONH-A^J^ 



R3 



35 

Die Derivate V, die in der Regel Ester darstellen, werden analog 
der oben beschriebenen Hydrolyse in die Ketocarbonsauren VI uber- 
fuhrt. In einer Dakin-West analogen Reaktion werden die Ketoester 
VII hergestellt, wobei nach einer Methode von ZhaoZhao Li et al. 

40 J.Med.Chem., 1993, 36, 3472-80 gearbeitet wird. Dabei werden eine 
Karbonsauren wie V bei erhohter Temperatur (50-100°C) in Losungs- 
mitteln wie Tetrahydrofuran mit Oxalsauremonoesterchlorid umge- 
setzt und anschlieflend. das so erhaltene Produkt mit Basen wie 
Natriumethanolat in Ethanol bei Temperaturen von 25-80°C zum 

45 erf indungsgemafien Ketoester I' umgesetzt. Die Ketoester I' 
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konnen, wie oben beschrieben, zum Beispiel zu erf indungsgemaBen 
Ketocarbons&uren hydrolysiert werden. 

Die Umsetzung zu Ketoamiden I f erfolgt ebenfalls analog der 
5 Methode von ZhaoZhao Li et al.(s.oben) . Die Ketogruppe in I' 
wird durch Zugabe von 1, 2-Ethandi thiol unter Lewissaure-Katalyse, 
wie zum Beispiel Bortrif luoridetherat , in inerten Losungsmitteln, 
wie Methylenchlorid, bei Raumtemperatur geschutzt, wobei ein 
Dithian anfailt. Diese Derivate werden mit Aminen R 3 -H in polaren 
10 Losungsmitteln, wie Alkohole, bei Temperaturen von 0-80°C umge- 
setzt, wobei die Ketoamide I' anf alien. 



Schema 2 



15 



R1 



OC ♦ - V x 

° OH 



IV 



VII 



R1 



R2 

— ^\—^~ CONH m00 ^\^ COX 
OH 



VIII 



20 



25 



30 



35 



R1 



R2 

— l/ CONH COOH 

OH 



IX 



i 



r ° 

R1-N \ — C0NH< ^T* ,# ^iu 
~' OH 



(X = 0-AIkyl) 



(X = R3) 



Oxidation 



R2 q 



Eine alternative Methode ist im Schema 2 dargestellt. Die Piperi- 
din-ketocarbons£uren IV werden mit Aminohydroxicarbonsaure-Deri- 
vaten VII (siehe S.L.Harbenson et al., J.Med. Chem. 1994, 

40 37,2918-29) unter viblichen Peptid-Kupplungs-Methoden (siehe oben, 
Houben-Weyl) umgesetzt, wobei Amide VIII anf alien. Diese Alkohol- 
Derivate VIII konnen zu den erf indungsgemaBen Ketocarbonsaure- 
Derivaten I' oxidiert werden. Dafur kann man verschiedene ubliche 
Oxidationsreaktionen (siehe C.R.Larock, Comrenhensive Organic 

45 Transformations, VCH Publisher, 1989, Seite 604 f.) wie zum 
Beispiel Swern- und Swern-analoge Oxidationen ( T.T.Tidwell, 
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Synthesis 1990, 857-70) oder Natriumhypochlorid/TEMPO 
(S.L.Harbenson et al. f siehe oben) benutzen. 

Wenn VIII a-Hydroxyester darstellen ( X = O-Alkyl) , konnen diese 
5 zu Carbonsauren IX hydrolysiert werden, wobei analog zu den 
obigen Methoden gearbeitet werden, bevorzugt aber mit Lithium- 
hydroxid in Wasser/Tetrahydrof uran-Gemischen bei Raumtemperatur. 
Die Herstellung von anderen Estem Oder Amiden X erfolgt durch 
Urasetzung mit Alkoholen oder Aminen unter bereits beschriebenen 
10 Kupplungsbedingungen. Das Alkohol-Derivat X kann erneut zu 
erf indungsgemaBen Ketocarbonsature-Derivaten I oxidiert werden. 

Die in der vorliegenden Erfindung enthaltenen Keton-Derivate I 
stellen Inhibitoren von Cystein-Proteasen dar, insbesondere 
15 Cystein-Proteasen wie die Calpaine I und II und Cathepsine B 
bzw. L. 

Die inhibitorische Wirkung der Keton-Derivate I wurde mit in der 
Literatur ublichen Enzymtests ermittelt, wobei als WirkmaBstab 
20 eine Konzentration des Inhibitors ermittelt wurde, bei der 50% 
der Enzymaktivitat gehemmt wird (= IC50) . Die Keton-Derivate I 
wurden in dieser Weise auf Hemmwirkung von Calpain I, Calpain II 
und Cathepsin B gemessen, 

25 Cathepsin B-Test 



Die Cathepsin B-Hemmung wurde analog einer Methode von S.Hasnain 
et al., J.Biol.Chem. 1993, 268, 235-40 bestimmt. 

30 Zu 88nL Cathepsin B (Cathepsin B aus raenschlicher Leber (Cal-. 
biochera) , verdunnt auf 5 Units in 500fiM Puffer) werden 2|aL einer 
Inhibitor-Losung, hergestellt aus Inhibitor und DMSO (Endkonzen- 
trationen: IOOjiM bis 0,01^iM). Dieser Ansatz wird fur 60 Minuten 
bei Raumtemperatur (25°C) vorinkubiert und anschlieflend die Reak- 

35 tion durch Zugabe von IO^iL lOmM Z-Arg-Arg-pNA (in Puffer mit 
10% DMSO) gestartet. Die Reaktion wird 30 Minuten bei 405nM im 
Mikrotiterplattenreader verfolgt. Aus den maximalen Steigungen 
werden anschlieflend die ICso's bestimmt. 

40 Calpain I und II Test 

Die Testung der inhibitorischen Eigenschaf ten von Calpain- Inhibi- 
toren erfolgt in Puffer mit 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,1 M NaCl; 
1 mM Dithiotreithol: 0,11 mM CaCl2, wobei das fluorogene Calpain- 
45 substrat Suc-Leu-Tyr-AMC (25 mM geldst in DMSO, Bachem/Schweiz) 
verwendet wird (Sasaki et al. J. Biol. Chem. 1984, Vol. 259, 
12489-12494). Humanes [i-Calpain wird aus Erythrozyten in Anlehnung 
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an die Methoden von Croall und DeMartino (BBA 1984 , Vol. 788, 
348-355) und Graybill et al. (Bioorg. & Med. Lett. 1995, Vol. 5, 
387-392) isoliert. Nach mehreren chromatographischen Schritten 
(DEAE-Sepharose, Phenyl -Sepharose, Superdex 200 und Blue-Sepha- 
5 rose) erhait man das Enzym mit einer Reinheit < 95 %, beurteilt 
nach SDS-PAGE, Western Blot Analyse und N- terminaler Sequen- 
zierung. Die Fluoreszenz des Spaltproduktes 7 -Amino -4 -methyl cou- 
marin (AMC) wird in einem Spex-Fluorolog Fluor imeter bei 
\^ = 380 nm und = 460 nm verfolgt. In einem MeBbereich von 

10 60 min. ist die Spaltung des Substrats linear und die autokataly- 
tische Aktivit&t von Calpain gering, wenn die Versuche bei Tempe- 
raturen von 12°C durchgefuhrt werden (siehe Chatterjee et 
al. 1996, Bioorg. & Med. Chem. Lett., Vol 6, 1619-1622). Die 
Inhibitoren und das Calpainsubstrat werden in den Versuchsansatz 

15 als DMSO-Losungen gegeben, wobei DMSO in der Endkonzentration 2 % 
nicht uberschreiten soil. 

In einem typischen Versuchsansatz werden 10 M-l Substrat 

(250 |im final) und anschliefiend 10 |il an jx-Calpain (2 |ig/ml final, 

20 d.h. 18 nM) in eine 1 ml Kuvette gegeben, die Puffer enthalt. Die 
Calpain-vermittelte Spaltung des Substrats wird fur 15 bis 
20 min. gemessen. Anschliefiend Zugabe von 10 fil Inhibitor (50 bis 
100 nM Losung DMSO) und Messung der. Inhibition der Spaltung fur 
weitere 40 min. Ki-Werte werden nach der ublichen Gleichung ftir 

25 reversible Hemmung bestimmt, d.h. K: = l(v Q /v)-l; wobei I = Inhi- 
bitorkbnzentration, v Q = Anf angsgeschwindigkeit vor Zugabe des 
Inhibitors; vi = Reaktionsgeschwindigkeit im Gleichgewicht bedeu- 
tet. 

30 Plattchen-Test zur Bestimmung der zellularen Aktivitat von Cal- 
pain-Inhibi toren 

Der Calpain-vermittelte Abbau von Proteinen in Plattchen wurde, 
wie von Zhao ZhaoLi et al., J. Med. Chem., 1993, 36, 3472-3480 
35 beschrieben, durchgefuhrt. Humane Pl&ttchen wurden aus frischem 
Natrium-Citrat-Blut von Spendern isoliert und in Puffer (5 mM 
Hepes, 140 mM NaCl und 1 mg/ml BSA, pH 7,3) auf 10 7 Zellen/ ml 
eingestellt . 

40 Plattchen (0,1ml) werden fur 5 Minuten mit 1 \xl an verschiedenen 
Konzentrationen an Inhibitoren (gelost in DMSO) vorinkubiert . 
Danach erfolgte die Zugabe von Kalziumionophor A 23187 (1 nM im 
Test) und Kalzium (5 mM im Test) und eine weitere Inkubation von 
5 Minuten bei 31° C. Nach einem Zentrif ugationsschritt wurden die 

45 Plattchen in SDS-Page Probenpuffer aufgenommen, 5 Minuten bei 95° 
C gekocht und die Proteine in einem 8% igen Gel aufgetrennt. Der 
Abbau der beiden Proteine Actin bindendes Protein (ABP) und Talin 
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wurde durch quantitative Densitometrie verfolgt, da nach der Zu- 
gabe von Kalzium und Ionophor diese Proteine verschwanden und 
eine neue Bande im Bereich von 200 Kd Molekulargewicht entstand. 
Daraus wird die halb maximale Enzymaktivitat bestimmt. 

5 

Glutamat induzierter Zelltod an corticalen Neuronen 

Der Test wurde, wie bei Choi D. W. f Maulucci-Gedde M. A. and 
Kriegstein A. R. (1987) Glutamate neurotoxicity in cortical cell 
10 culture. J*. Neurosci, 7, 357-368, durchgef uhrt . 

Aus 15 Tage alten Mauseembryos wurden die Cortexhalf ten prapa- 
riert und die Einzelzellen enzymatisch (Trypsin) gewonnen. Diese 
Zellen (Glia und corticale Neuronen) werden in 24 Well-Platten 

15 ausgesat. Nach drei Tagen (Laminin beschichteten Platten) Oder 
sieben Tagen (Ornithin beschichteten Platten) wird mit FDU 
(5-Fluor-2-Desoxyuridine) die Mitosebehandlung durchgef uhrt . 15 
Tage nach der Zellpraparation wird durch Zugabe von Glutamat (15 
Minuten) der Zelltod ausgeldst. Nach der Glutamatentf ernung 

20 werden die Calpaininhibitoren zugegeben. 24 Stunden spater wird 
durch die Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellkultur- 
uberstand die Zellschadigung ermittelt. 

Man postuliert, dafl Calpain auch eine Rolle im apoptotischen 
25 Zelltod spielt (M.K.T. Squier et al. J. Cell .Physiol. 1994, 159, 
229-237; T.Patel et al. Faseb Journal 1996, 590, 587-597). Des- 
halb wurde in einem weiteren Modell in einer humanen Zellinie der 
Zelltod mit Kalzium in Gegenwart eines Kalziumionophors ausge- 
ldst. Calpain-Inhibitoren miissen in die Zelle gelangen und dort 
30 Calpain hemmen, urn den ausgeldsten Zelltod zu verhindern. 

Kalzium-vermittelter Zelltod in NT2 Zellen 

In der humanen Zellinie NT2 laflt sich durch Kalzium in Gegenwart 
35 des Ionophors A 23187 der Zelltod auslosen. 10 5 Zellen/well wurden 
in Mikrotiterplatten 20 Stunden vor dem Versuch ausplattiert . 
Nach diesem Zeitraum wurden die Zellen mit verschiedenen Konzen- 
trationen an Inhibitoren in Gegenwart von 2,5 Ionophor und 5 
raM Kalzium inkubiert. Dem Reaktionsansatz wurden nach 5 Stunden 
40 0,05 ml XTT (Cell Proliferation Kit II, Boehringer Mannheim) hin- 
zugegeben. Die optische Dichte wird nach ungefahr 17 Stunden, 
entsprechend den Angaben des Hers tellers, in dem Easy Reader EAR 
400 der Firma SLT bestimmt. Die optische Dichte, bei der die 
Half te der Zellen abgestorben sind, errechnet sich aus den beiden 
45 Kontrollen mit Zellen ohne Inhibitoren, die in Abwesenheit und 
Gegenwart von Ionophor inkubiert wurden. 
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Die Keton-Derivate I stellen Inhibitoren von Cystein-Proteasen 
wie Calpain I bzw. II und Cathepsin B bzw. L dar und konnen somit 
zur Bekampfung von Krankheiten, die mit einer erhohten Enzym- 
aktivitat der Calpain-Enzyme oder Cathepsin-Enzyme verbunden 
5 sind, dienen. Die vorliegenden Keton-Derivate I konnen danach zur 
Behandlung von neurodegenerativen Krankheiten, die nach Ischamie, 
Trauma und Massenblutungen auf treten, und von neurodegenerativen 
Krankheiten wie multipler Inf arkt-Dementia, Alzheimer Krankheit 
und Huntington Krankheit und weiterhin zur Behandlung von Schadi- 

10 gungen des Herzens nach cardialen IschSmien, Sch§digungen der 
Nieren nach renalen Ischamien, Skelettmuskelschadigungen, Muskel- 
dystrophien, Schadigungen, die durch Proliferation der glatten 
Muskelzellen entstehen, coronaren Vasospasm, cerebralen Vasos- 
pasm, Katarakten der Augen, Restenosis der Blutbahnen nach Angio- 

15 plastie dienen. 

Zudem konnen die Keton-Derivate I bei der Chemotherapie von 
Tumoren und deren Metastasierung nutzlich sein und zur Behandlung 
von Krankheiten, bei denen ein erhdhter Interleukin-l-Spiegel 
20 auf tritt, wie bei Entzundungen und rheumatischen Erkrankungen, 
dienen. 

Die erf indungsgemaBen Arzneimittelzubereitungen enthalten neben 
den ublichen Arzneimittelhilf stof f en eine therapeutisch wirksame 
Menge der Verbindungen I. 

25 

Fur die lokale auBere Anwendung, zum Beispiel in Puder, Salben 
oder Sprays, konnen die Wirkstoffe in den ublichen Konzen- 
trationen enthalten sein. In der Regel sind die Wirkstoffe in 
einer Menge von 0,0001 bis 1 Gew.-%, vorzugsweise 0,001 bis 0,1 
30 Gew.-% enthalten. 

Bei der inneren Anwendung werden die Praparationen in Einzeldosen 
verabreicht. In einer Einzeldosis werden pro kg Kdrpergewicht 0,1 
bis 100 mg gegeben. Die Zubereitung konnen taglich in einer oder 
35 mehreren Dosierungen je nach Art und Schwere der Erkrankungen 
verabreicht werden. 

Entsprechend der gewunschten Applikationsart enthalten die 

erf indungsgemaBen Arzneimittelzubereitungen neben dem Wirkstoff 

40 die ublichen galenischen Tragerstoffe und Hilf s emit tel. Far die 
lokale auBere Anwendung konnen pharmazeutisch-technische Hilfs- 
stoffe, wie Ethanol, Isopropanol, oxethyliertes Ricinusol, 
oxethyliertes Hydriertes Ricinusol, Polyacryls&ure, Polyethylen- 
glykol, Polyethylenglykostearat, ethoxylierte Fettalkohole, 

45 Paraffinol, Vaseline und Wollfett, verwendet werden. Fur die 
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innere Anwendung eignen sich zum Beispiel Milchzucker, Propyl en - 
glykol, Ethanol, Starke, Talk und Polyvinylpyrrolidon. 

Ferner konnen Antioxidationsmittel wie Tocopherol und butyliertes 
5 Hydroxyanisol sowie butyliertes Hydroxy toluol , geschmacksver- 
bessernde Zusatzstof f e, Stabilisierungs-, Emulgier- und Gleit- 
mittel enthalten sein. 

Die neben dem Wirkstoff in der Zubereitung enthaltenen Stof fe 
10 sowie die bei der Herstellung der pharmazeutischen Zubereitungen 
verwendeten Stoffe sollen toxikologisch unbedenklich und mit dem 
jeweiligen Wirkstoff vertraglich sein. Die Herstellung der 
Arzneimitt el zubereitungen erfolgt in ublicher Weise, zum Beispiel 
durch Vermischung des Wirkstoffes mit anderen ublichen Trager- 
15 stof fen und Verdunnungsmitteln. 

Die Herstellung von Arzneimitt el zubereitungen geschieht durch dem 
Fachmann gelaufige Verfahren (s. z.B. H. Sucker et al., Pharma- 
zeutische Technologie, Thieme Verlag, Stuttgart, 1991) . 

20 

Die Arzneimittelzubereitungen konnen in verschiedenen Appli- 
kationsweisen verbreicht werden, zum Beispiel peroral, parenteral 
wie intravenos durch Infusion, subkutan, intraperitoneal und 
topisch. So sind Zubereitungsf ontien wie Tabletten, Emulsionen, 
25 Infusions- und Injektionslosungen, Pasten, Salben, Gele, Cremes, 
Lotionen, Puder und Sprays moglich. 

Beispiele 

30 Beispiel 1 

4-Methyl-2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl)piperidin-4-yl) amido- 
valeriansaureethylester 



35 




COOCH t CH, 



40 

a) l-{E-Phenyl-l-acryloyl)piperidinyl-4-carbonsaure 

32. Og (0.248 Mol) Piperidin-4-carbons&ure wurden in 500 ml 
Pyridin gelost und anschlieBend portionsweise mit 43. 3g (0.26 
45 Mol) Zimtsaurechlorid versetzt. Alles wurde fur 16 h bei 

Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde das Reaktionsgemisch im 
Vakuum eingeengt und der Ruckstand zwischen 2M Salzsaure und 
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Essigsaureethylester verteilt. Die organische Phase wurde ab- 
getrennt, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man erhielt 
47. Og (76%) des Produktes. Schmp. : 178-179°C. 

5 b) 4-Methyl-2 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) amido- 
buttersauremethylester 

20. Og (77.1 mMol) des Produktes la und 12. 5g (77.1 mMol) 
L-Valinmethylesterhydrochlorid wurden in 350 ml Methylen- 

10 chlorid gegeben und unter Eiskuhlung tropfenweise roit 25.6 ml 

(185,1 mMol) Triethylamin versetzt. Man riihrte lh und gab an- 
schlieBend 3.1g (23.1 mMol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol (HOBT) 
zu. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0°C gekuhlt und danach 
portionsweise mit 14.8 g (77.1 mMol) N' - (3-Dimethylamino- 

15 propyl) -N-ethylcarbodiimid (EDO versetzt. Alles wurde 16 h 

bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde organische Phase mit 
Wasser, waflriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, 5%iger 
Zitronensaure-Ldsung und erneut mit Wasser gewaschen, ge- 
' trocknet und im Vakuum eingeengt. Man erhielt 27. 3g (96%) des 

20 Produktes. 

1H-NMR (CDC1 3 ) : 8= 0.9 (6H) , 1.6-2.0 (3H) , 2.2 (1H) , 2.5 
(1H), 2.8 (1H), 3.2 (1H), 3.8 (3H) , 4.2 (1H) , 4.6 (1H) , 4.7 
(1H), 6.0 (1H), 6.9 (1H), 7.3-7.6 (5H) und 7 . 6 (1H) ppm. 

25 

c) 4-Methyl-3 ( 1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) piperidin-4-yl) amido- 
buttersaure 

27. Og (72.5 mMol) des Produktes 1c wurden in 200ml Tetra- 
30 hydrofuran gelost und mit 3.5g (145 mMol) Lithiumhydroxid, 

gelost in 250 ml Wasser, versetzt. Alles wurde fur lh bei 
Raumtemperatur gerOhrt. Anschliefiend wurde das Tetrahydro- 
furan im Vakuum entfernt und die resultierende waflrige L6sung 
mit Essigester extrahiert. Danach wurde diese mit IM salz- 
35 saure neutralisiert und erneut mit Essigester extrahiert. Die 

letztere organische Phase wurde getrocknet und im Vakuum ein- 
geengt, wobei 26g (100%) des Produktes erhalten wurden. 

1H-NMR ( CDCI3) : 5 = 1.0 (6H) t 1.6-2.2 (6H) , 2.5 (1H) , 2.9 
40 (1H), 3.2 <1H), 4.6 (2H) , 6.4 (2H) , 6.4 (1H) , 6.9 (1H) , 

7.3-7.6 (5H) und 7.7 (1H) ppm. 

d) 4-Methyl-2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl)piperidin-4-yl) - 
amidovaleriansaureethylester 

45 
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26. Og (72.5 mMol) des Produktes 1c, 0.9g (7.25 mMol) 
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 23.4 ml (0.29 Mol) Pyridin 
wurden in 150 ml wasserf reiem Tetrahydrof uran geldst. An- 
schliefiend tropfte man zugig 16.2 ml ( 0.15 Mol) Oxalsaure- 
5 monoethylesterchlorid zu, so daB die Temperatur auf ca. 50°C 

anstieg. Fur weitere 3 h wurde alles unter RuckfluB gekocht. 
Das Reaktionsgemisch wurde fur 16 h bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt. Danach gab man vorsichtig 100 ml Wasser zu und ruhrte 
erneut fxir ca. 30 Minuten. Der Ansatz wurde zwischen Wasser 
10 und Essigester veteilt. Die organische Phase wurde noch raehr- 
mals mit Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum ein- 
geengt. 

Der so erhaltene Enolester wurde in 200ml Ethanol geldst, mit 
15 0.47g ( 5.6mMol) Kaliumethanolat versetzt und fur 16h bei 

Raumtemperatur geruhrt. Anschlieflend wurde alles im Vakkum 
eingeengt und der Rucks tand chromatographisch ( FlieBmittel: 
Methylenchlorid/Methanol = 20/1 ) gereinigt, wobei 10.8 g 
(36%) des Produktes anfielen. 

20 

MS (FAB) : m/e = 414 (M + ) . 
Beispiel 2 

25 4-Methyl-2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl)piperidin-4-yl) amido- 
valeriansaureamid 

0 oi r 00 " 1 " 



35 a) 2,2-Ethylendimercapto-4-methyl«E-3-(l-(3-phenyl)-l-acryloyl) - 
piperidin-4-yl)amido-valeriansaureethylester 

6.0g (14.6 mMol) des Produktes Id und 1.5 ml (17.5 mMoll) 
1,2-Ethandithiol wurden in 20ml wasserf reiem Methylenchlorid 

40 geldst und mit 4 ml Bortrif luoridetherat versetzt. Alles 

wurde ftir 16h bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlieflend wurde 
das Reaktionsgemisch mit 10ml Methylenchlorid verdunnt und 3x 
mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organi- 
sche Phase wurde getrocknet und im Vakuum eingeengt, wobei 

45 7.3g eines Rohproduktes anfielen, das ungereinigt weiter um- 

gesetzt wurde. 
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b) 4-Methyl-2-oxo-3-(E-l (3-phenyl) -l-acryloyl)piperidin-4-yl) - 
amido-valeriansaureamid 

1.7g (3.6 mMol) des Produktes 2a wurden in 20ml 2 M ethano- 
5 lischer Ammoniak-Ldsung eingetragen und fur 16h bei Raum- 

temperatur geruhrt. Danach wurde alles im Vakuum eingeengt 
und der Rtickstand chroma tographisch (Flieflmittel: Methylen- 
chlorid/Methanol = 40/3) gereinigt, wobei 0.22g des Produktes 
anfielen. 



10 



MS (FAB) : m/e = 385 ( M + ) . 



Beispiel 3 

15 N-Ethyl-4-methyl-2-oxo-3 (1- (E-3 -phenyl- 1-acryloyl) piper idin- 
4-yl) amido-valeriansaureamid 



20 




CONHCH 2 CH 3 



1.7g (3.6mM01) des Produktes 2a wurden analog der Vorschrift 2b 
in ethanolischer Ethylamin-Losung umgesetzt, wobei 0.15g des 
Produktes anfielen. 

30 MS (FAB) : m/e ■ 413 (M+) . 

Beispiel 4 

4-Methyl-N- (3- (morpholino-l-yl) -propyl) -2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l 
35 acryloyl)piperidin-4-yl) -amido-valeriansaureamid 



40 




45 
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1.3g (3.6 mMol) des Produktes 2a und 0.8g (5.4 nvMol) 3-(Morpho- 
lino-l-yl) -propyl amin wurden analog der Vorschrift 2b umgesetzt 
und man erhielt l.lg des Produktes. 



5 MS (FAB) : m/e - 512 (M + ) . 
Beispiel 5 

4-Methyl-2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl)piperidin-4-yl) -amido 
10 N- (2- (pyrid-2-yl) ethyl) -valerians&urearaid 



15 




20 1.3g (2.8 mMol) des Produktes 2a und 0.7g (5.5 mMol) 2-(2-Amino- 
ethyDpyridin wurden analog der Vorschrift 2b umgesetzt und man 
erhielt 0.85g des Produktes. 

MS (FAB) : m/e = 490 (M+) . 

25 

Beispiel 6 

2-Oxo-4-phenyl-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido- 
buttersaureethylester 

30 



35 




a) 3-Phenyl-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido- 
propionsauremethylester 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lb aus dera Zwischen- 
45 produkt la und Phenylalaninmethylester hergestellt. 
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1H-NMR (CDCI3) : 5 = 1.6-2.0 (3H) , 2.35 (1H) , 2.9 (1H) , 
3.0-3.3 (4H), 3.7 (3H) , 4.1 (1H) . 4.6 (1H) , 4.9 (1H) , 5.9 
(1H), 6.9 (1H), 7.1 (2H) und 7.2-7.7 (9H) ppm. 

5 b) 3-Phenyl-3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido- 
propionsaure 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lc aus dem Zwischen- 
produkt 6a hergestellt. 

10 

1H-NMR (CDCI3) : 8= 1.4-2.0 (4H) , 2.3 (1H) . 2.8 (1H) , 
3.0-3.4 (3H), 4.0 (1H) , 4.6 (1H) . 4.9 (1H) , 4.9 (1H) , 6.2 
(1H), 6.8 (1H) , 7.0-7.8 (11H) und ca. 8.2 (breit) ppm. 

15 c) 2-Oxo-4-phenyl-3(l-(E-3-phenyl-l-acryloyl)-piperidin-4-yl)- 
amido-buttersaureethylester 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift Id aus dem Zwischen 
produkt 6b hergestellt. 

20 

MS (FAB) : m/e = 462 (M+) . 
Beispiel 7 

25 N- (3 (Morpholin-l-yl) propyl) -2-oxo-4-phenyl-3 (1- (E-3-phenyl-l- 
acryloyl) -piperidin-4-yl)-amido-buttersaureamid 



30 



35 




Das Produkt wurde analog der Vorschrift 2b aus dem Beispiel 6 und 
1- (3-Aminopropyl) -morpholin hergestellt. 

40 

1H-NMR (CDC1 3 ) : 8= 1.4-1.9 (6H) , 2.3-2.6 (6H), 2.8 (1H) , 2.2 
(2H) , 2.3-2.5 (3H), 2.6-2.8 (4H) , 4.1 (1H) , 4.6 (1H) , 5.5(1H), 
6.1 (1H), 6.9 (1H), 7.1 (1H), 7.2-7.7 (10H) und 8.9 (1H) ppm. 



45 
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Beispiel 8 

2 -Oxo- 4 -phenyl -3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido- 
buttersaureamid 



15 Das Produkt wurde analog der Vorschrift 2b aus dem Beispiel 6 
und ethanolischer Ammoniak-Losung hergestellt. 

1H-NMR ( D 6 -DMSO) : = 1.2-1.9 (4H) , 2.4 (1H) , 2.7-2.9 (2H) , 
3.0-3.2 (2H) , 4.1-4.3 (3H) , 5.1 (1H) und 7.0-8.2 (14 H) ppm. 

20 

Beispiel 9 

4-Methyl-N(2- (morpholin 1-yl) ethyl) -2-oxo-3 (1- (E-3-phenyl-l- 
acryloyl) -piperidin-4 -yl) -amido-valeriansaureamid 



5 




10 



25 



30 




35 Das Produkt wurde analog der Vorschrift 2b aus dem Zwischen 
produkt 2a und 1- (2-Aminoethyl) -morpholin hergestellt. 



MS 



m/e = 498 (M + ) . 



40 



45 
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Beispiel 10 



5 
10 

a) 

15 
20 

b) 

25 
30 

c) 

35 
40 
45 



-3(1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido-valerian- 
:e thy 1 ester 



3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -araido-butter- 
saureethylester 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lb aus dem Zwischen- 
produkt la und 2-Amino-buttersauremethylester hergestellt. 

1H-NMR (CDCI3) : 8 = 0.9 (3H) , 1.6-2.0 (6H) . 2.5 (1H) , 2.9 
(1H), 3.2 <1H), 3.8 (3H). 4.2 (1H) , 4.5-4.7 <2H)., 6.3 <1H) , 
6.9 (1H) , 7.4 (3H) , 7.6 (2H) und 7.7 (1H) ppm. 

3 (1- (E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido-buttersaure 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lc aus dem Zwischen- 
produkt 10a hergestellt. 

1H-NMR (Dg-DMSO) : 8 = 0.9 (3H) , 1.3-1.9 (6H) . 2.6 (1H) , 2.7 
(1H), 3.1 (1H), 4.1 (1H), 4.3 (1H) , 4.5 (1H) , 7.2-7.6 (5H), 
7.7 (2H), 8.0 (1H) und 12.5 (breit) ppm. 

2-Oxo-3 (l-(E-3-phenyl-l-acryloyl)-piperidin-4-yl)-amido- 
valeriansaureethylester 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift Id aus dem Zwischen- 
produkt 10b hergestellt. 

1H-NMR (CDCI3) : 8 = 0.9 (3H) , 1.4 (3H) , 1.8-2.2 (6H) . 2.5 
(1H), 2.8 (1H), 3.2 (1H), 4.2 (1H) , 4.4 (2H) , 4.6 (1H) . 5.1 
(1H), 6.7 (1H). 6.9 UH), 7.4 (3H) , 7.5 <2H) und 7.7 (1H) 
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Beispiel 11 

2-OXO-3 (1- <E-3-phenyl-l-acryloyl) -piperidin-4-yl) -amido-valerian 
saureamid 



5 



10 




Das Produkt wurde analog der Vorschriften 2a, b aus dem Produkt 10 
und ethanolischer Amraoniak-Losung hergestellt. 

15 

MS : m/e = 371 (M + ) . 
Beispiel 12 

20 3 (1- (2-Naphthylsulf onyl) -piperidin-4-yl) -amido-2-oxo-4-phenyl- 
buttersaureethyl ester 




30 a) 1- (2-Naphthylsulf onyl) -piperidin-4-carbonsaure 

26. Og (0.2 Mol) Piper idin-4-carbons&ure wurden in 250 ml 
Pyridin gelost und bei Raumtemperatur portionsweise mit 47. 6g 
(0.2 Mol) 2-Naphthylsulf onsaurechlorid versetzt. Alles wurde 
35 fur ca. 5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch 

wurde im Vakuum eingeengt und der Rucks tand zwischen Essig- 
ester und 2 M Salzs&ure verteilt. Die organische Phase wurde 
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man erhielt 48. 5g (75%) 
des Produktes. 

40 

b) 3 (1- (2-Naphthylsulf onyl) -piperidin-4-yl) amido-2-oxo-4 -phenyl - 
propionsaureethyl es ter 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lb aus dem Zwischen- 
45 produkt 12a hergestellt. 
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1H-NMR (Dg-DMSO) : 5 =1.1 (3H) , 1.4-1.8 (5H), 2.3-2.6 (2H) , 

2.7- 3.2 (3H), 3.5-3.8 (2H) , 4.0 <2H) , 4.5 (1H) . 7.2(4H), 
7.7(3H), 8.1-8.3(3H) und 8.5 (1H) ppm. 

5c) 3(1- (2-Naphthylsulfonyl) -piperidin-4-yl) amido-2-oxo-4-phenyl- 
propionsaure 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift lc aus dem Zwischen- 
produkt 12b hergestellt. 

10 

1H-NMR (D 6 -DMSO) : 8 = 1.3-1.8 (5H) , 2.3-2.6 (3H) , 

2.8- 3.2<2H), 3.4-3.8 (2H) , 4.4 (1H) , 7.2 (4H) , 7.7 (3H) . 
8.0-8.3 (4H) und 8.4 (1H) ppm. 

15 d) 3 (1- (2-Naphthylsulfonyl) -piperidin-4-yl) amido-2-oxo-4 -phenyl - 
buttersaureethylester 

Das Produkt wurde analog der Vorschrift Id aus dem Zwischen- 
produkt 12c hergestellt. 

20 

1H-NMR (D 6 -DMSO) : 5 = 1.2 (3H) , 1.3-1.9 (4H) , 2.2 (1H), 
2.3-2.5 (2H), 2.8 (1H) , 3.1 (1H) , 3.6 (2H) , 4.2 (2H) , 
4.4(1H). 7.0-7.3 (5H), 7.7 (3H) , 8.0-8.3 (3H) und 8.4 (2H) 
ppm. 

25 

Beispiel 13 

3 (1- (2-Naphthylsulfonyl) -piperidin-4-yl) -amido-2-oxo-4-phenyl- 
buttersaureamid 



30 



35 




Das Produkt wurde analog den Vorschriften 2a, b aus dem Beispiel 
12 hergestellt. 

40 

MS (FAB) : m/e = 493 (M+) . 



45 
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Beispiel 14 



N- (3- (Morpholin-l-yl)pop-l-yl) -3 (1- (2-naphthylsulf onyl) - 
piperidin-4-yl)-amido-2-oxo-4-phenyl-buttersaureamid 



5 



10 




Das Produkt wurde analog der Vorschriften 2a, b aus dem Produkt 12 
und l-(3-AMino~prop-l-yl)-morpholin hergestellt. 

15 

MS (FAB) : m/e = 620 (M + ) • 
Beispiel 15 

20 3 (1- (2-Naphthylsulf onyl) -piperidin-4-yl) -amido-2-oxo-4-phenyl- 
N(2- (2-pyridyl) -ethyl) -buttersaureamid 



25 




30 Das Produkt wurde analog den Vorschriften 2a, b aus dem Beispiel 
12 und 2- (2-Aminoethyl) -pyridin hergestellt. 

MS (FAB) : m/e = 598 <M+) . 

35 Beispiel 16 

3 (S) - (1- (2-Naphthoyl) -piperidin-4-yl) -amido-2-oxo-4-phenyl- 
buttersaureamid 



40 



45 
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a) 3 (S) - (N-tert .Boc-amino) -2 (R, S) -hydroxy-4-phenyl-buttersaure- 
amid 

17. 7g (60mMol) 3 (S) - (N-tert . -Boc-amino) -2- <R, S) -hydroxy-4- 
5 phenyl-buttersaure (S.L.Harenson et al., J.Med.Chem. 1994, 

37, 2918-29) und 8.1g (60mMol) 1-Hydroxybenzotriazol wurden 
in 150 ml wasserf reieia Dimethylf ormamid gelds t. Bei -5°C gab 
man nacheinander 12. 6g (66mMol) N' - (3-Dimethylamino- 
propyl) -N-ethylcarbodiimidhydrochlorid und 48ml (ca. 2 molar) 

10 ethanolische Ammoniak-Ldsung zu und ruhrte fur ca. lh bei 

dieser Temperatur. AnschlieBend wurde der Ansatz noch ca. 
16 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurden 500ml Wasser 
zugegeben und alles mit Essigester extrahiert. Die organische 
Phase wurde mit verdunnter Natronlauge und Wasser gewaschen, 

15 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde noch 

mit n-Heptan behandelt und der anfallende Niederschlag abge- 
saugt. Man erhielt 13. 5g (76%) des Produktes. 

1H-NMR (D 6 -DMSO) : 5 = 1.3 (9H) , 2.6-2.9 (2H) , 3.7 (1H) , 
20 5.7(1H), 6.2(1H) und 7.3 (5H) ppm. 

b) 3 (S) -Amino-2 (R, S) -hydroxy- 4 -phenyl -butt ers^ureamid 

13. 4g (46mMol) der Verbindung 17a wurden in 300 ml Methylen- 
25 chlorid geldst und mit 100 ml Trif luoressigsaure versetzt. 

Alles wurde fur lh bei Raumtemperatur geruhrt und danach im 
Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde zwischen Wasser und 
Ether Verteilt und anschlieflend die waflrige Phase im Vakuum 
eingeengt. Man erhielt 12. 3g (88%) des Produktes als Tri- 
30 fluoracetat. 

c) 2- <R, S) -Hydroxy-3 (S) - (1- (2-naphthoyl) -piperidin-4-yl) - 
amido-4-phenyl-buttersaureamid 

35 l.lg (3.6 mMol) der Verbindung 17b wurden analog der Vor- 

schrift 17a mit 1 . Og (3 . 6mMol) 1- (2-Naphthoyl)piperidin-4- 
carbonsaure vimgesetzt. Man erhielt l.Og (61%) des Produktes. 

1H-NMR (D 6 -DMS0) : 5 = 1.2-1.9 (6H) , 2.6-3.2 (4H) , 3.6 
40 (1H), 3.7-4.0UH), 4.0<1H), 4.2-4.6<2H), 5.8 (1H) und 7.0-8.2 

(14H) ppm. 
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d) 3 (S)- (1- (2-Naphthoyl) -piperidin-4-yl) -amido-2-oxo-4-phenyl- 
buttersaureamid 

0.46g (ImMol) der Verbindung 17c und 0.4g (4mMol) Triethyl- 
5 amin wurden in 10 ml Dimethylsulf oxid geldst und bei Raum- 

temperatur mit 0.48g (3roMol) Schwef eltrioxid-Pyridin-Komplex, 
geldst in 5 ml Dimethylsulf oxid, versetzt. Alles wurde 16h 
geruhrt. Danach gab man 150 1 Wasser zu und saugte den 
Niederschlag ab. Man erhielt 0.33g (72%) des Produktes. 

10 

MS : m/e = 457 (M+) . 



Nach der im Beispiel 16 aufgefuhrten Methode konnen folgende 
Beispiele der allgemeinen Formel I hergestellt werden: 

15 





Beispiel -Nr. 




R2 


R3 


20 


17 




CH 2 CH 3 


NH 2 
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CH 2 Ph 


NH 2 


25 
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CH 2 Ph 


NHCH 2 CH2CH 2 -n^o 




20 




CH2CH2CH3 


NH 2 


30 










21 


of 


CH2CH3 
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of 


CH 2 Ph 


NHCH 2 CH2CH 2 -n^\ 
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24 




CH 2 Ph 


NHCH 2 CH 3 




25 


of 


CH 2 Ph 


NHCH2CH 2 — 


45 


26 






NHCH 2 CH2-n^o 
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Beispiel-Nr. 




R2 


R3 


5 


27 


0 


v // 


NH 2 




28 


o 


CH 2 Ph 


NH 2 


10 


29 




CH 2 Ph 


NH 2 




30 




CH2Ph 


NH 2 


15 












31 


0 


CH 2 Ph | 


NH 2 




32 




CH 2 Ph 


CONH 2 


20 












33 


0 


CH 2 Ph 


CONH 2 


25 


34 


°*> 


CH 2 Ph 


CONH 2 




35 


CH3CONH— 


CH 2 Ph 


CONH 2 


30 


36 




CH 2 Ph 


CONH 2 


35 


37 


0-^ 


CH 2 Ph 


CONH 2 
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Patentanspruche 



1- 

5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der allgemeinen Formel I 



und ihre tautomeren und isomeren Formen, sowie physiologisch 
vertragliche Salze davon, worin die Variablen folgende Bedeu- 
tung haben: 

Ri -CO-R 4 , -S0 2 -R 4 , -CONH-R 4 , -CO OR 4 , -C(=N)-R 4 , -C (=0) -NHR 4 
und -C(=S)-NHR 4 ; 

r2 -Ci-C6-Alkyl # verzweigt oder unverzweigt, und der noch 

einen Phenyl, Pyridin oder Naphthyl-Ring tragen kann, der 
seinerseits mit maximal zwei Resten R 5 substituiert sein 
kann, wobei R* Ci-C 4 -Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, 
-0-C 1 -C 4 -Alkyl # OH, CI, F, Br, J, CF 3 , N0 2 , NH 2 , CN, COOH, 
COO-C!-C 4 -Alkyl, -NHCO-Ci-C 4 -Alkyl, -NHCOPh, -NHS02-Ci-C 4 - 
Alkyl, NHS0 2 -Ph, -S0 2 -Ci-C 4 -Alkyl und -S0 2 Ph bedeuten 
kann; 

R3 -OR 6 und -NHR 6 ; 

R 4 -Ci-C6-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, wobei eine 
Kette aus zwei oder mehr C-Atomen auch eine Doppel- 
bindung oder Dreif achbindung enthalten kann und mit einem 
oder zwei Ringe wie Phenyl, Naphthalin, Chinoxalin, 
Chinolin, Isochinolin, Pyridin, Thiophen, Benzothiophen, 
Benzofuran, Pyriraidin, Thiazol, Isothiazol, Triazol, 
Imidazol, Cyclohexyl, Cyclopentyl, Fluoren, Indol, Benz- 
imidazol, Oxazol, Isooxazol und Furan substituiert sein 
kann, wobei jeder der Ringe selbst noch maximal zwei Re- 
ste R 5 tragen kann; 

r6 Wasserstoff , einen Phenyl-Ring, der noch einen oder zwei 
Reste R 5 tragen kann, C 1 -C 6 -Alkyl, verzweigt oder unver- 
zweigt, das eine Doppelbindung oder eine Dreif achbindung 
enthalten kann, und einen Ring wie Phenyl, Naphthalin, 
Pyridin, Pyrimidin, Piperidin, Pyrrolidin, Morpholin, 




45 
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Thiophen, Chinolin und Isochinolin tragen kann, wobei die 
aromatischen Ringe noch maximal zwei Reste -NR 7 R 8 Oder R 5 
tragen konnen, wobei R 7 und R 8 unabhangig voneinander 
Wasserstoff oder d-Cs-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt. 

5 

2. Piper idin-Ketocarbons&ure-Derivate der Formel I gem£fl dem An- 
spruch 1, wobei 

Ri -C(=0)R 4 , -S0 2 R 4 ' 
10 R 2 -Ci-C$-Alkyl, verzweigt und unverzweigt, -CH 2 -Ph und 

-CH 2 -Pyridyl, 
R3 -OR 6 und -NHR6 bedeuten und 

R 4 ,R 5 und R 6 die Bedeutung gemafl Anspruch 1 haben. 

15 3. Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der Formel I gemafl dem An- 
spruch 1, wobei 

Ri -C(=0)R 4 , -S0 2 R<, 
R 2 -Ci-C 4 -Alkyl und -CH 2 - Ph, 
20 R 3 -NHR 6 , 

R4 -CH=CH-R* bedeutet, wobei R 9 ein Phenyl, Naphthalin oder 

Chinolin sein kann, und 
R« Wasserstoff / Ci-C 4 -Alkyl, das mit einem Phenyl, Pyridin 

Oder Morpholin substituiert sein kann, bedeuten. 



25 



Verwendung von Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivaten der 
Formel I gemafl Anspruch 1-3 zur Bekampfung von Krankheiten. 



5. Verwendung von Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivaten der 
30 Formel I gemafl Anspruch 1-3 als Inhibitoren von Cystein- 

proteasen. 

6. Verwendung nach Anspruch 5 als Inhibitoren der Cystein- 
proteasen Calpain, Cathepsin B und -L. 

35 

7. Verwendung von Piperidin-Ketocarbons^ure-Derivate der For- 
mel I gemafl Anspruch 1-3 zur Herstellung von Arzneimitteln 
zur Behandlung von Krankheiten, bei denen erhohte Calpain- 
Aktivitaten auftreten. 

40 

8. Verwendung der Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der 
Formel I gem&fl Anspruch 1-3 zur Herstellung von Arzneimitteln 
zur Behandlung von neurodegenerativen Krankheiten und neuro- 
nalen Schadigungen. 

45 
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9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung von solchen neuro- 
degenerativen Krankheiten und neuronalen Schadigungen, die 
durch Ischamie, Trauma, oder Massenblutungen ausgeldst 
werden. 

5 

10. Verwendung nach Anspruch 9 zur Behandlung von Hirnschlag und 
SchSdel - Hi rn trauma • 

11. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung der Alzheimerschen 
10 Krankheit und der Huntington Krankheit. 

12. Verwendung der Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der >ormel 
I gem&B Anspruch 1-3 zur Herstellung von Arzneiraitteln zur 
Behandlung von Schadigungen des Herzens nach cardialen 

15 Ischamien, Schadigungen der Nieren nach renalen Ischamien, 

Sklelettmuskelschadigungen, Muskeldystrophien, Schadigungen, 
die durch Proliferation der glatten Muskelzellen entstehen, 
coronarer Vasospasmus, cerebraler Vasospasmus , Katarakten der 
Augen und Restenosis der Blutbahnen nach Angioplastie. 

20 

13. Verwendung der Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der Formel 
I gemaB Anspruch 1-3 zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung von Tumoren und deren Metastasierung. 

25 14. Verwendung der Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der For- 
mel I gemafi dem Anspruch 1 zur Herstellung von Arzneimitteln 
zur Behandlung von Krankheiten, bei denen erhohte Inter - 
leukin-l-Spiegel auftreten. 

30 15. Verwendung nach Anspruch 14 zur Behandlung von Entzundungen 
und rheumatischen Erkrankungen. 

16. Arzneimittelzubereitungen zur peroralen, parenteralen und 

intraperitonalen Anwendung, enthaltend pro Einzeldosis, neben 
35 den ublichen Arzneimittelhilf sstof f en, mindestens ein 

Piperidin-Ketocarbonsaure-Derivate der Formel 1 gemaB 
Anspruch 1-3. 



40 
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INTERNATIONALER kECHERCHENBERICHT 



Into. Jonales Aktenzelchen 

PCT/EP 97/05202 



B. RECMERCHIERTE GEBIETE 


Recherohierter Mindeatprufatoff (Klaaaifikationaayatem und KlaaaifikatJoneaymbole ) 




IPK 6 C07D 




Reoherohierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffenttichurtgen, sowett die 


rse unterdie recherchierten Gebiete fallen 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C07D211/62 C07D401/12 A61K31/445 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (>PK) Oder naoh der nationalen Klassifikatton und der IPK 



Wahrend der internationalen Recherche konaultierte elektrontsohe Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suohbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeiohnung der Veroffentliohung, sowett erforderlioh unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anapruch Nr. 



EP 0 520 336 A (FIJIREBIO IMC.) 
30.Dezember 1992 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche 

WO 95 00535 A (ALKERMES INC.) 5.Januar 
1995 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche 

WO 94 00095 A (CORTEX PHARM. INC.) 

6.Januar 1994 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspriiche 



1-16 



1-16 



1-16 



m 



Weitere VerOffentDchungen aind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



m 



Siehe An hang Patentfamilie 



0 Beaondere Katagorien von angegebenen Veroffentliohungen 
*A a Verflffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nioht als besonders bedeutaam anzuaehen tat 

*E* atterea Dokument, das jedoch erst am oder naoh dam internationalen 
Anmeldedatum verflff entiicht worden iat 

V Veroffentliohung, die gee ig net iat, einen Prioritatsanspruoh zwetfelhaft er- 
soheinen zu laseen, oderdurch die das Veroffentliohungsdatum einer 
anderen im Reoherohenberioht genannten Veroffentliohung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tat (wie 
auagefQhrt) 

"O* Verdrfentlichung, die stch auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auastellung oder andere MaBnahmen bezteht 

*P" Veroffentliohung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber naoh 
dem bean spruch ten Prioritatsdatum veroffentlioht worden iat 



T Spatere Veroffentliohung, die naoh dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlioht worden iat und mit der 
Anmeldung nicht koflidiert, aondem nur zum Veratandnia dea der 
Eifindung zugrundeKegenden Prinzipa oder der for zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X' Veroffentliohung von besonderer Bedeutung; die beanepruohte Erfindung 
kann allein aufgrund dieaer Veroffenttichung nioht ala neu oder auf 
erfinderisoher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•V Veroffentliohung von besonderer Bedeutung; die beanepruohte Erfindung 
kann nioht ala auf erfinderiacher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerOffentJichung mit einer oder mehreren anderen 
Verflffentlichungen dieaer Kategorie in Verbindung gebraoht wird und 
dieae Verbindung fOr einen Fachmann naheliegend t8t 
Veroffentliohung, die Mitglied deraelben Patentfamilie iat 



Datum dea Abschlusses der internationalen Recherche 



19.Januar 1998 



Abaendedatum dea internationalen Reoherchenberichta 



30 -01- 9i 



Name und Poatanachrift der Internationalen Recherohenbehttrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340*2040, Tx. 31 651 epo ni, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmaohtigter Bedienateter 

Chouly, J 
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INTERN AHONAJLER kECHERCHENBERICHT 



Intet .onates Aktonzelchen 

PCT/EP 97/05202 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Beieichnung der Verdffentfichung, soweit erforderiioh unter Angabe dor in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 92 12140 A (GEORGIA TECH RES. CORP.) 
23. Jul i 1992 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche 

WO 92 11850 A (CORTEX PHARM. INC.) 23. Jul i 
1992 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche 



1-16 



1-16 
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INTERNATIONALE!? RECHERCHENBERICHT 



It »2fl§nales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05202 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich ala nicht recherchierbar erwieaen haberi (Fortsetzung von PunW 1 auf Biatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden GrtJnden fQr bestimmte Ansprtiche kein Recherchenbericht ersteltt: 

1. J AnspriJcheNr. . 
1 — weil Sio sich auf Gegenstande beziehen, zu deron Recherche die Behorde nicht verpfliohtet 1st, namficn 

Bemerkung: Obwohl der(dle) Anspruch(Uche) 4-6 

s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung des mensch11chen/t1er1schen 
Kurpers bezleht(en), wurde die Recherche durchgefUhrt und griindete s1ch 
auf die angefuhrten Wlrkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 

2. AnsprQche Nr. 

— ' weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprecnen, 

daft eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. I AnspriJcheNr. _ , „ , 

1 — 1 weil es sich dabei urn abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbeharde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzsitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I — ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche der internationalen Anmeldung. 

2. I I Da fQr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
— zusatzliche Recherohengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung emer aolchen 

Gebuhr aufgefordert. 

3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
■ — ' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche der internationalen Anmeldung, fQr die GebQhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die AnsprQche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zueret erw&hnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnslchttlch elnes Wlderspruchs Q Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

[ | Die Zahlung zus&tzlicher GebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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